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論 文 の 内 容 の 要 旨
　高等生物の遺伝子発現制御機構については，これまで，転写制御因子による発現制御に関する研究を中心
に進められてきたが，最近になり，多数の遺伝子の発現を包括的に制御するクロマチンリモデリング因子に
よる制御機構の存在が示されたことから，多様な生命現象，特に，生物の発生・分化の制御におけるクロマ
チンリモデリング因子の関与に関する研究が進みつつある。高等植物においても，栄養成長から生殖成長へ
の転換や受精とそれに引き続く胚発生への発生段階の切り替えの過程等でクロマチンリモデリング因子が関
与することが明らかにされ，多様な生理現象を制御するクロマチンリモデリング因子の同定とその機能解析
が進められつつある。そこで，本研究では，これまでほとんど研究が行われていない胚発生から栄養成長相
への転換に焦点を絞り，その成長相転換がクロマチンリモデリング因子によって制御されていることを実証
するとともに，その制御においてはどのような因子が関与しているかを明らかにすることを目的としている。
　本研究では，植物における分子遺伝学的解析のモデル植物であるシロイヌナズナを材料とし，クロマチン
リモデリング因子の一種であるヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）に関する研究を進めた。まずはじめに，
HDAC活性阻害剤である trichostatin A（TSA）を含む培地上でシロイヌナズナの種子を播種し，種子発芽と
その後の栄養成長に対する影響を調べたところ，TSA処理においては，発芽そのものに対しては特段の影
響は見られなかったものの，発芽後の子葉の展開や緑化といった発芽後成長の抑制が見られた。また，この
発芽後成長の抑制が見られた実生における遺伝子発現を調べたところ，正常発芽時には発現が見られない胚
特異的転写制御因子群（LEC1，FUS3，ABI3）やこれら転写因子によって発現が正に制御されている LEA
遺伝子群の発現が認められた。さらに，この発芽後成長が抑制された実生を TSA無添加培地に移植したと
ころ，一見正常な栄養成長が開始されたが，成長しつつある葉の上に，不定胚様の構造体が形成され，遺伝
子発現を調査した結果，この構造体は胚であることが確認された。これらの結果より，HDACは，種子発芽
時に胚発生関連遺伝子群の発現を抑制し，そのことによって発芽後成長を正常に進行させる役割を担ってい
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ることが示唆された。
　ところで，シロイヌナズナのゲノム中には，HDACをコードしている遺伝子が 18 種類存在している。そ
こで，上述した発芽後成長の抑制に関与する HDAC遺伝子を同定するため，各遺伝子の突然変異株や発現
抑制株について，野生株では何の影響も及ぼさずに正常に発生させるごく低濃度の TSA存在下で種子を発
芽させ，発芽後成長の抑制を示す系統を探索した。その結果，HDA6の発現抑制株（HDA6: RNA i）では，
低濃度の TSA処理においても発芽後成長が強く抑制されるとともに，胚特異的転写制御因子群（LEC1，
FUS3，ABI3）の発現が見られた。さらに，同一機能を有する複数の HDAC因子が存在するのではないかと
考え，HDA6以外の HDAC連伝子変異株と HDA6発現抑制株との二重変異株を作成し，TSA無添加培地上
で種子を発芽させ，発芽後成長の抑制を示す二重変異株を探索したところ，HDA6と HDA19の二重変異（発
現抑制）株（HDA6/19: RNA i）が同定された。この二重変異株では，発芽後成長が抑制された実生では胚特
異的転写制御因子群の発現が見られた。また，この二重変異株をそのまま長期間培養し続けると，栄養成長
を開始し，ゆっくりと成長したが，その際，本葉上に不定胚様構造体が形成された。このような結果から，
発芽後の胚特異的転写因子群の発現抑制による正常な栄養成長相への転換においては，HDA6 が主要な
HDAC因子として働き，HDA19 もその機能の一部を担うものであることがはじめて明らかにされた。
　一方，上述したように，HDAC活性が阻害された種子では，発芽後成長が抑制されるとともに，胚特異的
転写制御因子群が発芽後も発現し続けており，これら胚特異的転写制御因子は胚発生時に胚的形質を維持す
ることに寄与していることから，HDAC活性の阻害時に見られた発芽後成長の抑制は，これら胚特異的転写
制御因子が発芽後も発現し続けたことに起因するのではないかと予想された。そこで，胚特異的転写制御因
子である LEC1，FUS3，ABI3遺伝子の各々の機能欠損変異株（1ec1，fus3，abi3）について，種子発芽時に
TSAを処理したところ，TSAによる発芽後成長の抑制は見られなかった。さらに，低濃度の TSA処理時に，
HDA6発現抑制株（HDA6: RNA i）や HDA6と HDA19の二重変異株（HDA6/19: RNA i）に LEC1や FUS3等
の機能欠損変異を導入したところ，HDA6: RNA iや HDA6/19: RNA iで見られた発芽後成長の抑制がキャン
セルされ，発芽後成長は正常に進行した。このような結果から，HDAC活性の阻害時に見られた発芽後成長
の抑制は，発芽後も胚特異的転写因子の発現が維持され続けることによって引き起こされていたことが示さ
れた。
　さらに，シロイヌナズナにおけるクロマチタリモデリング因子の一つである PICKLE（PKL）遺伝子の機
能欠損変異株（pk1）では，発芽後成長中の実生上に不定胚様構造が形成されることが既に報告されていた
ことから，その類似性に着目し，PKLが HDAC複合体の構成因子の一つではないかと想定し，PKLと HDA6
の二重変異株（HDA6: RNA i pk1）を作成し，その特性を解析した。その結果，HDA6/19: RNA i二重変異株
と同様，TSA無処理の条件においても，発芽後成長の抑制と胚特異的転写制御因子群の発現が見られた。
この結果から，HDA6/19 は PKLと複合体を形成し，栄養成長相への転換に関与することが示唆された。
　一方，このような胚特異的転写制御因子の発現抑制や発芽後成長の進行に，発芽時の糖シグナルが関与し
ていることがごく最近報告された。そこで，HDAC活性阻害時に見られた発芽後成長の抑制において，糖シ
グナルが関与している可能性を検証するため，HDA6/19: RNA i二重変異株の種子をショ糖含有培地と非含
有培地において発芽させたところ，ショ糖非含有培地においては発芽後成長の抑制が見られず，胚特異的転
写制御因子の発現も見られなかった。このような結果から，発芽時に見られる胚特異的転写制御因子の適切
な発現抑制においては，糖シグナルと HDACの両者が関与することが示唆された。
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審 査 の 結 果 の 要 旨
　本研究は，分子遺伝学的研究のモデル植物であるシロイヌナズナを材料とし，胚発生から栄養成長相への
転換過程である種子発芽に着目し，栄養成長相への転換を制御しているクロマチンリモデリング機構に関す
る研究を行い，栄養成長相への転換を直接制御するクロマチンリモデリング因子（HDAC）が HDA6 と
HDA19 であることを示すとともに，HDA6/19 と協調的に働くクロマチンリモデリング複合体構成因子の一
つが PKLであることを世界に先駆けて明らかにしたものであり，高等植物における発生・分化の研究に重
要な新知見を提供するものとして極めて高く評価できる。また，胚発生から栄養成長相への正常な転換は，
HDA6/19 と PKLの協調的な働きにより，胚特異的転写制御因子群（LEC1，FUS3，ABI3）の発現が抑制さ
れることによって実行されていることも証明し，クロマチンリモデリング複合体が栄養成長相への転換を制
御する具体的な分子機構についても新知見を提供しており，この点でも高く評価できる。さらに，HDACに
よる発芽後の胚的性質の抑制には，糖シグナルが関係していることも示しており，今後の関連分野の研究の
方向性をも示している点は今後のさらなる発展を強く期待させるものである。
　以上のように，本研究では，シロイヌナズナの HDAC因子である HDA6 と HDA19 が，PKLと協調して機
能することで，種子発芽時に胚的性質の抑制を確立することによって栄養成長相への転換を成し遂げている
という新しいモデルを提唱し，クロマチンリモデリングによる高等植物の発生・分化の制御機構に関して新
規かつ重要な知見を提示しており，関連分野の研究の発展に多大な貢献をするものと強く期待される。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
